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The aims of this research were to determine diurnal patterns of testosterone and cortisol metabolites to predict the
testis functional status. In this study, fecal testosterone and cortisol were quantified in 77 samples from three male
Hylobates moloch during a course of three months period. These data showed that the highest concentration of fecal
testosterone occured at 18.00-06.00 (23.61 ng/g dried feces), then declined gradually. The lowest concentration was in the
evening (5.54 ng/g dried feces). Our tests showed that there was a decrease in the mean testosterone concentration from
06.00-10.00 to 10.00-14.00 to 14.00-18.00. For cortisol, the highest concentration occured at 06.00-10.00 (597.84 ng/g dried
feces), then decline gradually in the evening (225.73 ng/g dried feces).
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PENDAHULUAN
Berdasarkan Convention on International Trade in
Endangered Species (CITES), Owa Jawa (Hylobates moloch)
merupakan salah satu jenis primata dengan status critically
endangered (Asquith 2001). Berbagai macam teknologi
reproduksi telah dilakukan untuk meningkatkan populasi
satwa tersebut. Meskipun demikian, perkawinan  secara alami
di penangkaran juga merupakan cara yang tidak kalah penting
dalam upaya konservasi melalui pencarian bibit unggul. Bagi
pejantan, fungsi testis merupakan suatu hal yang mutlak
untuk dikaji demi keberhasilan penangkaran. Kondisi tersebut
dapat diketahui dengan mengamati  pola diurnal testosteron.
Pada tikus dan beberapa mamalia, sekresi testosteron
berfluktuasi secara diurnal dan mempunyai fungsi antara lain
untuk menimbulkan libido serta berperan dalam proses
perpanjangan bentuk spermatid (Guyton & Hall 1996; Mingoti
et al. 2003). Oleh karena itu, pola diurnal yang berfluktuasi
dan tingginya kadar testosteron merupakan salah satu indikasi
aktivitas testis dan spermatogenesis yang optimal.
Deteksi hormon testosteron maupun kortisol dapat
dilakukan secara invasive (menggunakan serum/plasma),
maupun non-invasive (menggunakan urine, saliva, dan feses).
Untuk satwa liar yang sangat mudah stres seperti H. moloch,
cara kedua merupakan metode yang paling tepat digunakan.
Dibandingkan saliva dan urine, pengambilan contoh feses
mempunyai beberapa keuntungan antara lain lebih mudah
dikoleksi dan lebih stabil terhadap gangguan tingkah laku
(Whitten et al. 1998). Namun, jumlah contoh/hari yang
diperoleh dari hewan yang sama sangat terbatas karena satwa
hanya berdefekasi satu hingga dua kali/hari.
Fluktuasi hormon testosteron terjadi karena adanya
mekanisme umpan balik hormon LH dari hipofisis serta GnRH
dari hipotalamus (Muller & Lipson 2003). Dalam waktu 24 jam,
testis pada manusia akan melepaskan denyutan testosteron
sebanyak 12 hingga 24 kali (Cauter 1990). Pada hormon
kortisol, denyutan terjadi antara tujuh hingga sembilan kali
selama 24 jam akibat adanya stimulan ACTH secara episodik
(Liotta & Krieger 1990). Dengan adanya denyutan-denyutan
hormon akan timbul suatu pola harian dengan fluktuasi
tertentu.
Sebagai penanda stres (Clarke et al. 1996), kajian tentang
pola sekresi kortisol manusia di dalam plasma telah diketahui
secara pasti yakni tertinggi pada jam 8-10 pagi (50-230 ng/ml),
sedangkan kadar terendah dicapai pada sore hingga malam
hari (92.113 + 20.82 ng/ml) (Cauter et al. 1996). Kadar tertinggi
testosteron di dalam plasma manusia dicapai pada malam hari
(Houmard et al. 1990). Pada sebagian besar hewan (ikan,
reptilia, burung, dan mamalia) kondisi tersebut sangat
berhubungan dengan tingkah laku, pola kawin, dan sistem
sosial. Khusus primata, kadar kortisol dan testosteron
dipengaruhi oleh status sosial (Smith & French 1997),
transportasi (Sutian 2005), dan umur (Robbins & Czekala 1997).
Pejantan muda Gorilla gorilla beringei memiliki kadar
testosteron rendah dan kortisol tinggi, sedangkan pada
dewasa, kadar testosteron cenderung meningkat namun
kortisol menurun. Dalam bidang reproduksi, tingginya kadar
kortisol dapat menekan sekresi testosteron (Virgins &
Sapolsky 1997). Pernyataan tersebut diperkuat oleh Smith dan
French (1997) yang melaporkan bahwa primata dengan status
subordinat mempunyai kemampuan untuk menghasilkan
keturunan yang lebih rendah dibandingkan dengan monyet
dominan (α-male) terutama pada monyet Dunia Lama dan
Hominoid (Czekala et al. 1994).
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pola diurnal
ekskresi steroid (testosteron dan kortisol) feses pada H.
moloch  sebagai indikator aktivitas testis. Hal ini berarti bahwa
adanya ekskresi steroid yang berfluktuasi menunjukkan
aktivitas testis yang optimal.
BAHAN   DAN  METODE
Satwa Penelitian dan Manajemen Pemeliharaan.
Penelitian ini menggunakan adalah 77 contoh feses yang
berasal dari tiga ekor owa Jawa (H. moloch) jantan dewasa.
Satu ekor dipelihara di Pusat Studi Satwa Primata (PSSP), dan
dua ekor di Kebun Binatang Ragunan, Jakarta. Dua dari tiga
ekor owa Jawa tersebut diletakkan dalam kandang individu
yakni owa yang dipelihara di PSSP dan Karantina Ragunan
(Kebun Binatang Ragunan) sedangkan satu ekor lainnya
dipelihara secara berpasangan. Pakan yang diberikan
merupakan pakan standar yang terdiri dari buah, sayuran dan
monkey chow 10 buah/hari sedangkan air minum diberikan
secara ad libitum. Berdasarkan analisis proksimat, pakan dari
ketiga satwa mempunyai nilai energi kalori/g yang sedikit
berbeda yakni: 4077 En.kal/g untuk owa I; 3939 En.kal/g untuk
owa II, dan 3996 En.kal/g owa III.
Koleksi Contoh Feses. Koleksi contoh feses dilakukan
setiap hari selama lebih kurang tiga bulan, antara pukul 18.00
sampai dengan pukul 18.00 hari berikutnya. Karena metabolit
hormon pada feses bagian luar dan dalam tidak sama, maka
untuk mendapatkan homogenitas yang tinggi setiap
pengambilan feses dilakukan secara keseluruhan kemudian
dilakukan pencampuran supaya lebih merata. Selanjutnya,
feses disimpan dalam suhu -20 oC sampai dilakukan proses
berikutnya. Pengambilan contoh dilakukan empat jam sekali/
24 jam, dimulai dari pukul 06.00. Mulai pukul 18.00-22.00; 22.00-
02.00 semua satwa tidak pernah berdefekasi, oleh karena itu
interval waktu pengambilan menjadi tidak sama 12 jam (18.00-
06.00). Adanya perbedaan waktu untuk berdefekasi setiap hari
serta kondisi kandang yang berbeda-beda pada setiap satwa,
mengakibatkan jumlah replikasi contoh  untuk masing-masing
satwa juga menjadi tidak sama.
Ekstraksi Feses. Feses yang telah disimpan di dalam suhu
-20 oC diambil kemudian masing-masing dipindahkan ke dalam
tabung plastik untuk selanjutnya dilakukan liofilisasi dan
pulverisasi. Liofilisasi dikerjakan dengan menggunakan freeze
dryer 3 x 24 jam berturut-turut. Serbuk yang telah terbentuk
diambil 50 mg berat kering kemudian diekstraksi dengan
menggunakan pelarut metanol 80% sebanyak 3 ml.
Selanjutnya, campuran dimasukkan ke dalam tabung
polipropilen berukuran 15 ml, dan dicampur menggunakan
vorteks selama 10 menit. Sentrifugasi dilakukan dengan
kecepatan 500 g selama 10 menit (Monfort et al. 1998) dan
dilakukan segera setelah larutan dicampur menggunakan
vorteks. Supernatan dituang ke dalam tabung mikro 1.5 ml
dan disimpan di dalam suhu -20 oC sampai dilakukan asai
menggunakan Enzyme Link Immunosorbent Assay (ELISA).
Asai Hormon Testosteron dan Kortisol. Dalam penelitian
ini, digunakan dua kit Testosteron Enzyme Immuno Assay (EIA)
produk Biocheck, Inc, Faster city, CA dan dua kit Kortisol EIA
produk DRG Instrument GmbH, German. Prosedur  kerja dari
analisis hormon yang digunakan adalah prinsip kompetitif
yaitu testosteron/kortisol di dalam contoh akan berkompetisi
dengan testosteron/kortisol-konjugat Horse Raddish
Peroxidase (HRP).
Reaksi Silang Testosteron dan Kortisol pada ELISA.
Hormon testosteron yang digunakan mempunyai reaksi silang
dengan beberapa derivat antara lain: testosteron 100%,
dihidrotestosteron 0.86%, androstenedion 0.89%, androsteron
1.0%, 17β estradiol 0.05%, progesteron < 0. Reaksi silang pada
hormon kortisol adalah: kortisol 100%, kortikosteron 45%,
progesteron 9%, deoksikortisol < 2%, deksametason < 2%,
estriol < 0.01%, estron < 0.01%, testosteron < 0.01%.
Persamaan kurva standar untuk hormon testosteron adalah:
y = -0.144Ln (x) + 0.4871; y = - 0.1447 Ln(x) + 0.4766, dengan r2
sebesar 0.998, sedangkan hormon kortisol diperoleh persamaan
Y = - 0.4107 Ln(x) + 2.8643 dan y = -0.2463Ln(x) + 1.7821 dengan
r2: 0.989.
Analisis Data. Untuk mengevaluasi apakah ekskresi
steroid berfluktuasi secara nyata digunakan analisis statistik
ANOVA 2 faktor tanpa replikasi. Faktor pertama adalah satwa
percobaan, sedangkan waktu pengambilan contoh feses
merupakan faktor kedua (18.00-06.00, 06.00-10.00, 10.00-14.00,
dan 14.00-18.00). Apabila terdapat perbedaan yang nyata antar
perlakuan maka analisis dilanjutkan dengan menggunakan uji
Tukey. Dalam penelitian ini, rataan konsentrasi kortisol/
testosteron dari setiap sel digunakan sebagai variabel dalam
ANOVA.
HASIL
Konsentrasi Metabolit Testosteron di dalam Feses. Rataan
konsentrasi metabolit testosteron adalah 23.617 + 10.11; 19.900
+ 4.001; 11.346 + 5.251; 5.544 + 3.421 ng/g feses kering
berdasarkan pengambilan waktu secara berurutan pada pukul
18.00-06.00; 06.00-10.00; 10.00-14.00; dan 14.00-18.00 (Gambar
1a). Secara umum, rataan konsentrasi metabolit testosteron
menurun secara sangat nyata (p<0.0001). Konsentrasi puncak
hormon testosteron dalam feses terjadi pada pengambilan
antara jam 18.00-06.00 kemudian menurun sampai titik terendah
pada jam 14.00-18.00. Bila penurunan konsentrasi dikaji lebih
rinci, tampak bahwa penurunan dari pukul  18.00-06.00 sampai
06.00-10.00 tidak berbeda nyata (p=0.1439), sedangkan dari
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06.00-10.00 sampai 10.00-14.00 dan 14.00-18.00 menunjukkan
perbedaan yang nyata.
Konsentrasi Metabolit Kortisol di dalam Feses. Rataan
konsentrasi metabolit kortisol diperoleh dengan waktu
pengambilan yang sama yakni: 18.00-06.00, 06.00-10.00, 10.00-
14.00, dan 14.00-18.00 berturut-turut adalah 452.76 + 117.75,
597.83 + 107.85, 280.50 + 117.59, 210.01 + 102.27 ng/g feses
kering. Dengan demikian, tampak bahwa terdapat perbedaan
penurunan konsentrasi yang sangat nyata (p<0.001) antar
waktu (Gambar 1b). Rataan konsentrasi kortisol tertinggi terjadi
pada pengambilan pukul 06.00-10.00 (p<0.005) dan kadar
terendah dicapai pada pengambilan pukul 14.00-18.00
(p<0.004).
PEMBAHASAN
Pola diurnal untuk metabolit hormon testosteron dan
kortisol pada H. moloch menunjukkan pola yang berfluktuasi
secara sangat nyata (p<0.0001) untuk metabolit testosteron
dan nyata (p<0.001) untuk metabolit kortisol. Dengan
ditemukannya pola tersebut dapat ditunjukkan bahwa pada
H. moloch, metabolit testosteron dan kortisol diekskresikan
melalui feses. Hau et al. (2004) melaporkan bahwa persentase
ekskresi kortisol pada berbagai hewan adalah berbeda. Pada
babi dan kanguru sebagian besar kortisol diekskresikan melalui
urine (92-93%), sedangkan sisanya (7-8%) melalui feses;
sebaliknya pada kucing, metabolit kortisol dalam urine hanya
18%, pada feses 82%. Fluktuasi hormon timbul sebagai akibat
adanya denyutan yang terjadi secara berulang sehingga akan
membentuk pola tertentu. Pada hormon testosteron, adanya
rangsangan LH maupun GnRH secara fluktuatif (Guyton &
Hall 1996) terjadi 12 sampai 24 kali dalam waktu 24 jam (Cauter
1990) sedangkan pada hormon kortisol rangsangan ACTH
secara episodik sebanyak tujuh hingga sembilan kali selama
24 jam (Liotta & Krieger 1990). Pola ini sama dengan hasil
plasma maupun urine pada simpanse (Muller & Lipson 2003),
gorila (Czekala & Sutherland-Smith 1994), squirrel monkey
(Coe & Levine 1995), dan manusia (Cauter et al. 1996). Sesuai
dengan hasil penelitian ini, beberapa monyet Dunia Lama juga
menunjukkan sekresi puncak testosteron pada pukul 21.00-
24.00 (Moudgal et al. 1993), dan antara pukul 02.00-06.00
(Heistermann et al. 2001, data tidak dipublikasikan). Uji
ekskresi radioaktivitas testosteron dalam urine marmoset,
monyet ekor panjang, dan simpanse adalah dua jam setelah
injeksi, sedangkan untuk feses, uji ekskresi  yakni 4, 22, dan 2
jam, berturut-turut untuk marmoset, simpanse dan monyet
ekor panjang (Mohle et al. 2002). Pada primata jenis tertentu
termasuk H. moloch, tingginya kadar testosteron tidak
berkaitan langsung dengan tingkah laku seksual serta kopulasi
meskipun salah satu fungsi testosteron adalah untuk
menimbulkan libido. Kadar tertinggi testosteron dalam plasma
maupun feses terjadi pada malam hari sampai pukul 06.00,
namun aktivitas seksual serta kopulasi dilakukan pada siang
hari. Jhonson dan Everrit (1996) menjelaskan bahwa berbeda
dengan mamalia lain, tingkah laku seksual pada primata sangat
tergantung kepada, status sosial, dan aktivitas harian.
Meskipun konsentrasinya kecil, kortikoid  imunoreaktif
yang terdapat di dalam feses dapat digunakan sebagai penentu
indeks stres pada berbagai satwa primata (Czekala et al. 1994).
Pada kortisol, ekskresi metabolit terjadi beberapa jam setelah
hormon tersebut beredar di dalam darah yaitu 8-24, 22, dan 26
jam berturut-turut untuk marmoset, monyet ekor panjang, dan
simpanse (Bahr et al. 2000). Pendapat tersebut sedikit berbeda
dengan Whitten et al. (1998) yang menyatakan bahwa pada
simpanse, respon stres akibat anasthesia dapat diketahui
melalui pemeriksaan feses dua hari setelah perlakuan,
sedangkan pada urine hanya satu hari setelah perlakuan.
Dalam bidang reproduksi, tingginya kadar kortisol yang terus
menerus dapat menekan sekresi testosteron. Hal itu karena
selama stres, tubuh akan menyekresikan β-endorfin ke otak
khususnya ke daerah  nukleus arkuatus. Daerah nukleus
arkuatus menginervasi saraf pada area preoptik, yakni pusat
reseptor testosteron di otak, maka testosteron menjadi ikut
terhambat (Jhonson & Everrit 1996).
Berdasarkan hasil penelitian ini serta didukung pernyataan
terakhir, dapat diduga bahwa ekskresi kortikoid pada H.
moloch adalah 48 jam, mengingat keduanya (simpanse dan
owa Jawa) berasal dari superfamili yang sama yakni
Hominoidea. Terdapat hubungan yang sangat erat  antara
pola pakan dengan waktu ekskresi metabolit steroid. Pakan
dengan kandungan serat yang rendah menyebabkan transit
ke gastrointestinal membutuhkan waktu yang lebih lama,
sehingga waktu ekskresi metabolit hormon dari dalam tubuh
juga menjadi lebih lama  (Whitten et al. 1998). Kadar hormon
Gambar 1. a. Pola diurnal testosteron di dalam feses owa (ng/g feses
kering), sekresi  tertinggi terjadi pada jam 18.00-06.00; b.
Pola diurnal hormon kortisol di dalam feses (ng/g feses
kering), sekresi tertinggi terjadi pada pukul 06.00-10.00.
a
b
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di dalam urine maupun feses merupakan refleksi status
endokrin beberapa jam sebelum pengambilan contoh (Whitten
et al. 1998). Ditinjau dari perilaku sosial, ada kecenderungan
kera atau monyet dengan status sosial dominan mempunyai
kadar testosteron yang lebih tinggi dibandingkan dengan
subdominan (Robbins & Czekala 1997).
Dari hasil yang didapat serta dari beberapa perbandingan
antar primata diketahui bahwa pola diurnal ekskresi
testosteron dan kortisol imnunoreaktif pada feses mempunyai
pola yang serupa dan konsisten. Untuk hormon testosteron,
kadar maksimum dicapai pada pengambilan sampel pukul
18.00-06.00 sedangkan hormon kortisol kadar tertinggi pada
pukul 06.00-10.00 kemudian mencapai titik terendah pada pukul
14.00-18.00. Waktu sekresi kortikoid sampai dieskresikan ke
dalam feses (time lags) diduga membutuhkan waktu 48 jam.
Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa adanya pola
diurnal yang berfluktuasi secara nyata merupakan indikasi
normalnya fungsi testis secara endokrin.
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